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NOUVEAUX COMPOSES A BASE DE COPOLYMERES ET HEMOPROTEINE ET LEURS APPLICATIONS 

L f invention concerne de nouveaux composes a base de 
copolymeres a structure sequencee comportant un segment 
hydrophile lie a au moins un segment hydrophobe, et leurs 
applications notamment pour 1 ' elaboration de substituts du 
sang et comme agents depolluants. 

De nombreux travaux ont porte sur la recherche de 
produits utilisables comme substituts du sang pour pallier des 
besoins lies a des situations d'urgence (catastrophes 
naturelles, accidents de la route, guerres) , a la baisse de 
donneurs de sang et, de maniere generale, pour eviter les 
problemes de contaminations possibles lors de transfusions. 

Parmi les produits actuellement proposes, on citera les 
emulsions de perf luorocarbones et les solutions d f hemoglobine . 

Les perf luorocarbones sont des acides gras halogenes qui 
presentent la propriete d'augmenter la solubilite de .1 1 oxygene 
en milieu aqueux; les solutions d f hemoglobine sont constitutes 
d ! hemoglobine polymerisee. 

Toutefois, les perf luorocarbones ne peuvent pas renfermer 
des quantites satisf aisantes d T oxygene. Quant aux solutions 
d 1 hemoglobines normales isolees, utilisees in vivo, elles 
provoquent une vasoconstriction severe et subissent une auto- 
oxydation irreversible. L 1 encapsulation des systemes a base 
d' hemoglobine a alors ete proposee comme solution a ces 
problemes, mais il s'est avere que ces capsules etaient 
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rapidement eliminees de'Ia circulation sanguine et qu'elles ne 
protegeaient pas 1 ? hemoglobine de l'oxydation. 

Or, les inventeurs ont constate que des copolymeres, 
precedemment mis au point, utilisables comme vecteurs de 
5 principe actifs, etaient capables d f associer de maniere 
generale des hemoproteines, selon des quantites de l'ordre 
d'au moins 25 mg d 1 hemoglobine par gramme de polymere, ce qui 
leur confere un grand interet en tant que transporteurs 
d 1 oxygene . 

10 Le terme "hemoproteine" tel qu' utilise dans l 1 invention 

comprend les hemoproteines normales, comme les cytochromes, 
les myoglobines, ainsi que les hemoproteines modifiees, en 
particulier des hemoglobines naturelles ou modifiees, par 
exemple pontees, polymerisees, mutees ou comportant des 

15 chalnes peptidiques plus ou moins longues. L f invention s'etend 
egalement a des analogues d' hemoproteines dans lesquels le fer 
est substitue par un autre metal, par exemple par du cobalt, 
d.u magnesium, du cuivre ou du zinc. 



20 presententf une granae stability. Une partie non negligeable de 
la molecule d r hemoproteine associee reste en effet accrochee 
au copolymere apr^s un traitement avec des tensio-actif s . 

L 1 invention a done pour but de fournir, en tant que 
nouveaux produits, des- composes desdits copolymeres avec des 
25 hemoproteines - 

Elle vise egalement les applications de ces composes pour 
1 1 elaboration de substituts du sang humain ou animal et leur 
utilisation notamment dans differentes situations 



De plus, de maniere avantageuse, de tels substituts 
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pathologiques humaines ou veterinaires, ou encore comme agents 
depolluants • 

Les composes de 1 ! invention sont caracterises en ce 
qu'ils comportent une hemoproteine associee a un copolym£re 
bloc sequence, comprenant un segment hydrophile d'oligo ou 
polysaccharide lie a au moins un segment hydrophobe de formule 



X 
T 

CH 2 ~C 
1 i 
Y 



(I) 



dans laquelle : 

- X represente H ou un radical alkyle, CN ou CONHR, 
10 - Y represente un radical COOR 1 , CONHR" ou C*H 5 , 

avec R, R ' et R ,f representant , independamment 1 1 un de 
l 1 autre, un atome d'hydrogene, un groupement alkyle en Z x a Cbo 
lineaire ou ramifie, un groupement alcoxy en d a C^ 0 lineaire 
ou ramifie, un radical acide amine, un radical acide mono- ou 
15 poly- hydroxyle ou un radical aryle ou heteroaryle en C 5 a C 12 , 
et les formes associees a un gaz. 

L f hemoproteine est natuirelle ou modifiee. II s'agit plus 
specialement d'hemoglobine, le cas echeant recombinante . 

Les copolymeres sont notamment decrits dans la demande 
20 WO 02/39979 publiee le 23 Mai 2002, au nom du CNRS (inventeurs 
Chauvierre et al) . ' lis se presentent sous la forme de 
particules de 1 nm a 1 mm. Dans ces copolymeres, ledit segment 
hydrophile est lie par l'une de ses extremites a un unique 
segment hydrophobe de formule (I), ou par chacune de ses deux 
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extremites a un segment hydrophobe, les deux segments 
hydrophobes etant identiques ou differents. 

Pour des applications biologiques, X represente de 
preference un radical CN et Y un radical ester. Des 
5 copolymeres specialement avantageux pour la mise en oeuvre de 
telles applications comprennent comme segment hydrophobe des 
poly (cyanoacrylates d'alkyle). Pour des applications telles 
que la depollution de gaz, X est avantageusement H et Y un 
radical phenyle ou ester. 
10 Le segment hydrophile de nature saccharidique est un 

oligo ou un polysaccharide naturel ou synthetique, modifie ou 
non, comme defini dans la demande WO 02/39979. II s'agit 
avantageusement de dextrane le cas echeant sulfate, ou 
d f heparine. 

15 Les copolymeres de l 1 invention se presentent sous forme 

de particules de L nm a 1 mm. Pour les applications 
biologiques, en particulier comme substituts du sang, les 
copolymeres se presentent sous forme de nanoparticules desdits 
composes . 

20 Ces nanoparticules peuvent etre obtenues selon la 

technique de polymerisation permettant l 1 assemblage par 
liaison covalente d'au moins un segment hydrophobe de formule 
generale (I) avec un segment oligo et/ou polysaccharidique 
naturel ou modifie, - en particulier selon la technique de 

25 polymerisation radicalaire decrite dans ladite demande 
WO 02/39979. 

Le cceur des nanoparticules, constitue du polymere amorphe 
hydrophobe^ permet le chargement de composes hydrophobes, tels 
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que des antioxydants, ce qui permet de limiter le pourcentage 
de formation de methemoglobine. 

La structure des composes permet d'eviter leur capture 
par le systeme de defense immunitaire non specifique de 
1 'organisme et, de ce fait, assure leur circulation prolongee 
dans le courant circulatoire . 

Les formes associees a un gaz des composes de l 1 invention 
entrent aussi dans le champ de 1' invention. L' invention vise 
en particulier les associations a l'oxygene. 

L'obtention des composes de l 1 invention comprend la mise 
en contact d'une suspension colloldale desdites nanoparticules 
avec une solution d'hemoproteine, pendant une duree suffisante 
pour obtenir 1 1 association de 1 1 hemoproteine, suivie 
avantageusement d'une etape de purification. 

Les composes de 1' invention ne presentent pas de toxicite 
chez l'homme. On notera de plus avec interet que des tailles 
de l'ordre du nanometre permettent aux particules d'acceder a 
la microcirculation vasculaire. Ces produits sont non 
immunogenes, bioerodibles et stables. 

L ' invention vise done les applications biologiques de ces 
composes, tout specialement comme substituts du sang humain ou 
animal . 

La technologie d f elaboration des nanoparticules permet de 
faire varier la taille des composes, mais aussi la composition 
des polysaccharides a la surface des nanoparticules- II est 
ainsi possible dans l'optique d'une utilisation 
transfusionnelle, de choisir les polysaccharides doues de 
proprietes. biologiques. susceptibles de faciliter ou de cibler 
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I'apport d'oxygene au'x tissus concernes. Ainsi, selon le 
polysaccharide utilise, le produit sera indique pour traiter 
un syndrome hemorragique, un accident vasculaire occlusif ou 
comme adjuvant a une therapie antitumorale, par exemple comme 
radiosensibilisant . A titre d 1 exemple, des vecteurs recouverts 
d'heparine presentenc l'avantage d'associer 1 1 hemoglobine, 
tout en conservant les proprietes anticoagulantes de 
l'heparine. Ce substitut du sang est done plus 
particulierement approprie pour les accidents vasoocclusif s . 

On notera de plus que les matieres premieres pour 
elaborer les substituts de 1 1 invention, et leurs processus 
d'obtention, sont peu onereux et qu'il est possible d'en 
produire de grosses quantites. 

Ainsi, l r invention presente un grand interet dans le 
domaine medical puisque le marche des substituts du sang est 
mondial, que la demande est en crcissance continue et que ce 
marche est toujours en attente d'un substitut du sang efficace 
et sans effets secondaires. 

L r invention vise egalement les compositions 

pharmaceutriques caracterisees en ce qu'elles renferment une 
quantite therapeutiquement efficace d f au moins un compose sous 
forme de nanoparticules tel que defini ci-dessus,' en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
Ces compositions seront administrees selon des posologies 
adaptees a la situation d'urgence et a la pathologie a 
traiter, qui seront aisement determinees par l'homme du 
metier . 
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Ces compositions se' pr^sentent sous forme de solutions 
injectables. II s'agit plus particulierement de compositions 
dans lesquelles les nanoparticules sont dans un serum 
physiologique . 

5 L ' invention vise en outre 1 1 utilisation des composes 

definis ci-dessus comme agents pour la depollution de gaz, 
tels que le monoxyde de carbone ou d 1 azote. 

D'autres caracteristiques et avantages de 1 T invention 
apparaitront dans les exemples qui suivent, en se referant a 
10 la figure unique qui represente les resultats de photolyse 
eclair . 



Exemple 1 : Nanoparticules issues de copolymere constitue 
de dextrane et de poly (cyanoacrylate d 1 isobutyle) (PIBCA) . 

15 Dans un tube de verre de 2 cm de diametre, 0, 1375 g de 

dextrane de masse molaire variable (15 000 et 71 000 g/mol) 
sont dissous dans 8 ml HNOi(0,2 mol/1) , sous agitation 
magnetique & 40°C et avec un leger bullage a 1' argon. Apres 10 
minutes, 2 ml de solution acide d'ions ceriiom (8.10~ 2 M de 

20 cerium IV "ammonium, nitrate dans HN0 3 a 0,2 mol/1), puis 0,5 ml 
de cyanoacrylate d'isobutyle sont ajoutes. Apr^s 10 minutes, 
le bullage a 1' argon est arrete et le tube en verre est 
bouche. Apres au moins 40 minutes, 1' agitation est arretee et 
le tube en verre refroidi sous l T eau du robinet. Le pH est 

25 a juste avec NaOH (IN) pour obtenir directement une valeur de 7 
+0,5 apres l r ajout de 1,25 ml de tri sodium citrate dihydrate 
(1,02 M) . Enfin, la suspension est stockee au froid. 
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A ce stade, un'e " suspension de particules polymeres 
colloldales stables est obtenue. Les copolymeres constituant 
les particules sont purifies comme suit : 

Des sacs a dialyse (Spectra/Por® CE MWCO : 100 000) sont 
5 regeneres 30 minutes avec de 1'eau osmosee. Les suspensions 
colloldales passees au vortex sont introduites dans les sacs 
regeneres . 

Apres deux dialyses successives de lh30 contre 5 litres 
d'eau osmosee/ suivies d'une dialyse d'une nuit contre 5 
10 litres d'eau osmosee, les copolymeres purifies, contenus dans 
les sacs a dialyse sont recuperes et conserves au froid 
(ref rigerateur ) . 

Exemple 2 i Nanoparticules issues de copolymere 

15 d'heparine et de poly (cyanoacrylate d 1 isobutyle) . 

Le meme protocole que celui decrit en exemple 1 est 
reproduit en utilisant 0,1375 g d'heparine a la place du 
dextrane - 

20 Exemple 3 Nanoparticules issues de copolymere 

d'heparine, de dextrane et de poly (cyanoacrylate d 1 isobutyle) . 

Le meme protocole que celui decrit en exemple 1 est 
reproduit en utilisant 0,0688 g d'heparine et 0,6688 g de 
dextrane a la place des' 0,1375 g de dextrane. 

25 

Exemple, 4 : Nanoparticules issues de copolymere de 
dextrane sulfate et de poly (cyanoacrylate d 1 isobutyle) . 
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Le iaeme pro toco le"" "que celui decrit en exemple 1 est 
reproduit en utilisant 0,1375 g de dextrane sulfate de masse 
molaire variable (10 000 et 40 000 g/mol) a la place du 
dextrane . 



Exemple 5 : Concentration des suspensions colloidales. 

Les suspensions colloidales peuvent eventuellement etre 
conceritrees par ultrafiltration sur cellule AMICON equipee 
d'une membrane Omega de 300 kD. 

Exemple 6 : Etape dissociation des hemoglobines sur les 
diverses nanoparticules . 

La suspension colloldale (1 ml) est raise en contact 
durant toute une nuit avec des volumes variables (de 25 a 100 
[Al) de solution d 1 hemoglobine adulte normale ou pontee a 100 
mg/ml et equilibree sous monoxyde de carbone a 10%. 

Les suspensions colloidales chargees en hemoglobine (1 
ml) sont isolees par filtration sur une colonne Sephacryl® 
S100 (60 cm de long) equilibree en tampon de phosphate de 
sodium 100 raM, pH 7,4. Les eluats comportant les 
nanoparticules sont ensuite uitrafiltres sur cellule AMICON 
equipee d'une membrane Omega de 300 kD et rinces avec 4 ml de 
solution de phosphate de sodium 100 mM, Na CI 150 raM, pH 7,4. 
Les nanoparticules uitraf iltrees sont reprises dans 1 ml de 
tampon de phosphate de sodium 100 mM, Na CI 150 mM, pH 7,4. 
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Exemple 7 : Determination de la quantite d f hemoglobine 
associee sur les di verses nanoparticules. 

Toutes les fractions eluees de la colonne de gel 
filtration S100 exemptes de nanoparticules, sont recuperees, 
melangees et le volume total est mesure. Les ultraf iltrats 
sont egalement recuperes, melanges et le volume total est 
evalue. Un dosage spectrophotometrique de la cyan- 
methemoglobine lu a 540 nm est ensuite effectue selon la 
methode de Drabkin sur toutes les solutions d ' hemoglobine 
recuperees precedemment . La quantite d 1 hemoglobine associee 
aux nanoparticules est estimee par rapport a un temoin 
(solution d ! hemoglobine de concentration connue ayant subi le 
meme traitement analytique) . 

On rapporte dans le tableau 1 les resultats de 
1 1 association d 1 hemoglobine aux nanoparticules. La quantite 
d f hemoglobine humaine normale associee sur les di verses 
nanoparticules est exprimee en mg par ml de suspension 
nanoparticulaire . 
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TABLEAU 1 



Types de nanoparticules 


Quantites 
d ' hemoglobine 
humaine normal e 
associee (mg/ml) 


Dextrane 71 000-PIBCA 


0, 84 


Dextrane 15 000-PIBCA 


1, 28 


Dextrane sulfate 40 000-PIBCA 


1, 88 


Dextrane sulfate 10 000-PIBCA 


1,24 


Dextrane 71 000 et heparine-PIBCA 


1, 07 


Heparine-PIBCA 


2, 09 



Exemple 8 : Determination de la taille des diverses 
5 nanoparticules . 

Un controle de la taille des nanoparticules est effectue 
par diffusion quasi elastique de la lumiere, apres synthese et 
purification de ces dernieres, puis apres fixation des 
hemoglobines . 

10 Les suspensions de nanoparticules sent diluees dans de 

1 1 eau MilliQ© afin que le nombre de particules par ml soit 

adapte a 1 T appareillage de mesure. 

Les diamet^res hydrodynamiques des diverses .particules 

apres synthese, apr£s purification et apr^s "association de 
15 1 9 hemoglobine sont donnes dans le tableau 2 suivant (Hb A : 

hemoglobine humaine normale) . 
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TABLEAU 2 



Types 
de nanoparticules 


Diametres hydrodynamiques moyens 
+ ecart-types sur la distribution (run) 


Apres 
syn these 


Apres 
purification 


Apres 
association 
Hb A 


Dextrane 
71 000-PIBCA 


292 + 71 


293 + 47 


305 + 86 


Dextrane 
15 000-PIBCA 


197 + 46 


202 + 42 


197 + 50 


Dextrane sulfate 
40 000-PIBCA 


267 + 40 


274 + 64 


244 + 41 


Dextrane sulfate 
10 000-PIBCA 


185 + 45 


192 + 47 


170 + 40 


Heparine-PIBCA 


103 + 34 


110 + 42 


104 + 36 



5 Exemple 9 : Etudes f onctionnelles des hemoglobines 

associees sur les nanoparticules. 

Les proprietes dynamiques d r une hemoglobine f onctionnelle 
sont controlees sous l*a forme hemoglobine-CO (apres* reduction 
par dithionite et association de monoxyde de carbone a 10%) 
10 par photolyse eclair et par les proprietes spectrales 
statiques entre 710 run et 380 mu. 

On rapporte sur la figure unique les differences 
d'absdrbance AA* en fonction du temps. L f h6moglobine-C0 
associee aux differents types de nanoparticules etudiees 
15 conserve un spectre normal avec ses pics d'absorbance 
caract6ristiques a 420, 540 et 576 nm. Sur le plan 
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fonctionnel/ 1 1 hemoglobine associee aux nanoparticules montre 
une capacite de liaison reversible du ligand, propriete 
essentielle pour son role de transporteur d'oxygdne. 



5 Example 10 : Determination des charges de surface des 

nanoparticules chargees en hemoglobine. 

Les suspensions de nanoparticules chargees en hemoglobine 
sont diiuees au 1/200° dans une solution de Na CI a 1 mM, puis 
analysees a l'aide d'un zetametre. 
10 Les potentiels zeta des diverses particules avant et 

apres 1 1 association de 1 1 hemoglobine sont donnes dans le 
tableau 3 suivant (Hb A : hemoglobine humaine normale) . 



TABLEAU 3 



Types 
de nanoparticules 


Potentiels zeta 
+ ecart-types (mV> 


Avant association 
Hb A 


Apres association 
Hb A 


Dextrane 
71 000-PIBCA 


- 11 + 2 


-6 + 2 


Dextrane 
15 000-PIBCA " 


-19 + 2 


-17 + 2 


Dextrane sulfate 
40 000-PIBCA 


-42 + 2 


-45 + 2 


Dextrane sulfate 
10 000-PIBCA 


-43 + 2 


-44 + 2 


Heparine-PIBCA 


-48 + 2 


-44 + 2 
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Exemple 11 : Etudes de la fonction des polysaccharides a 
la surface des nanoparticules apres leur chargement en 
hemoglobine. 

Les suspensions nanoparticulaires chargees en hemoglobine 
et presentant a leur surface de l'heparine sont soumises au 
test de liaison du facteur de von Willebrandt. 

Les proprietes de reconnaissance de l'heparine par le 
facteur de von Willebrandt ne sont pas alterees. 
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REVINDICATIONS 

1.- Nouveaux composes, caracterises en ce qu'ils 
comportent une hemoproteine associee a un copolymere bloc 
sequence, comprenant un segment hydrophile d'oligo ou 
polysaccharide lie a au moins un segment hydrophobe de formule 



— tCH 2 -C 
i 

Y 



CD 

Jn 



dans laquelle 



- X represente H ou un radical alkyle, CN ou CONHR, 

- Y represente un radical COOR', CONHR" ou C 6 H 5/ 

avec R, R ' et R" representant , independamment l'un de 1' autre, 
un atome d'hydrogene, un groupement alkyle en C, a lineaire 
ou ramifie, un groupement alcoxy en d a C>q lineaire ou 
ramifie, un radical acide amine, un radical acide mono- ou 
poly- hydroxyle ou un radical aryle ou heteroaryle en C 5 a C l2/ 
et les formes associees a un gaz. 

2.- -Nouveaux; composes selon la revendication 1, 
caracterises en ce que 1 1 hemoproteine est une hemoproteine 
normale, comme les cytochromes, les myoglobines, ou- une 
hemoproteine modifiee, en particulier une hemoglobine 
naturelle ou modifiee, par exemple pontee, polymerisee, mutee 
ou comportant des chaines peptidiques plus ou moins longues, 
ou encore un analogue d 1 hemoproteine dans lequel le fer est 
substitue par un autre metal, par exemple par du cobalt, du 
magnesium, du cuivre ou du zinc. 





WO 2004/026278 



PCT/FR2003/001435 



3.- Composes selon la revindication r, caracterises ce 
que 1 ' hemoproteine est une hemoglobine normale ou modifiee. 



a 3, caracterises en ce que, dans la formule (I), X represents 
un radical CN. 

5. - Composes selon la revendication 4, dans lesquels le 
10 segment hydrophobe est un poly (cyanoacrylate d'alkyle). 

6. - Composes selon l'une quelconque des revendications 1 
a 5, caracterises en ce que le segment hydrophile de nature 
saccharidique est un oiigo ou un polysaccharide naturel ou 

15 synthetique, modifie ou non, en particulier du dextrane, le 
cas echeant sulfate, ou de i'heparine. 



a 3, caracterises en ce que X represente H et Y un radical 
20 phenyle ou ester. 

8.- Composes selon l'une quelconque des revendications 1 
ct 7, caracterises en ce qu'ils se presentent sous forme de 
particules de 1 nm a 1 mm. 



9.- Composes selon la revendication 8, caracterises en ce 
qu'ils se presentent sous forme de nancparticules . 



5 



4.- Composes selon l'une quelconque des revendications 1 



7.- Composes selon 1 1 une quelconque des revendications 1 



25 
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10. - Utilisation des composes selon la revendication 9, 
comme substituts du sang humain ou animal. 

11. - Utilisation des composes selon la revendication 10, 
comme adjuvants de compositions antitumorales ou autres moyens 
antitumoraux, par exemple comme radiosensibilisants . 

12. - Utilisation des composes selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3 et 6 a 8, comme agents de depollution de 
gaz, tels que le monoxyde de carbone ou d' azote. 

13. - Compositions pharmaceutiques, caracterisees en ce 
qu'elles renferment une quantite therapeutiquement efficace 
d'au moins un compose selon l'une quelconque des 
revendications i a 6 ou 9, sous forme de nanoparticules en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 



